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Fig．2Time　co皿se　of　the　hepatic　levels　of　MI　and　OMl
　after　i．v．administration．Mice　were　given　a　single　i．v．
　administration　of　MI　orOM1（30mg／kg）．Atthe　indicat－
　ed　times　after　administration，the　dose　recovery　of　Ml
　and　OMI　in　the　liver　was　detemined．Each　point　repre－
　sents　the　mean　value　of％dose　recovery　from2to3
　animals（◆，OM1；○，M1；●，MI　deacylatedfrom　OM1）．
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Fig．1Effect　of　MI　and　OMI　on　the　growth　of　B16－F10
　melanoma　after　intrahepatic　implantation．Mice　were
　given　a　single　injection　of　B16－F10cells　with　or　without
　MI　or　OM1（5mg／kg）into　the　liver．Ten　days　later，the
　mice　were　sacrificed　and　the　livers　were　removed　to
　measure　tumor　weight．Each　column　represents　the
　mean±S．D．of6animals．＃，ρ＜0．002∂ε．untreated　con－
　trol；＊，ρ＜0．02∂s．M1．
th OMI　level　decreasedgraduallywithtime，andover
25％of　the　dose（120μg／g　wet　tissue）was　sustained
for24h　after　administration．These　results　indicate
that　the　antitumor　efficacy　of　the　dmg　was　dependent
on　the　hepatic　accumulation．Since　only　a　small
amount　of　MI　resulting　from　deacylation　of　OMI　in
the　liver　was　detected，the　rate　of　deacylation　of　OMl
in　the　liver　appears　to　be　very　low．In　addition，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　because　OMI　is　not　excreted　as　bile　as　MI　is，　1t
must　be　cleared　very　slowly　from　the　liver　and　ac－
cumulated　in　the　liver　for　a　longer　period　than　M1．
．4n伽磁吻！i6確i∂i砂げ0〃1
　　　To　evaluate　the　antimetastatic　efficacy　of　OM1，
mice　were　given　an　intrasplenic　injection　of　B16－F10
cells　to　form　multiple　metastases　in　the　liver，followed
by　three　consecutive　i．v．administrations　of　OM1（30
mg／kg／day）．The　treatment　ofOMI　didnot　show　any
significant　changes　in　body　weight，indicating　that　the
dose　was　not　excessively　toxic　（data　not　shown〉．
OMl　treatment did　not　inhibit　tumor　growth　at　the
inoculation　site（spleen）（Fig．3A），but　markedly　sup－
press d　hepatic　metastasis（Fig．3B　and3C）．In　addi－
tion，the　weight　of　spleen　without　tumors　was　signifi－
cantly　increased　in　OMHreated　mice（Fig．3A）．This
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Fig．3　Effect　of　OMI　on　the　liver　metastasis　produced　by
　intrasplenic　injection　of　B16－F10cells．Mice　were　given
　all　intrasplenic　injection　of　B16－F10cells．OMI　was　ad．
　ministered　intravenously（30mg／kg）on　days　O，2，and4
　after　tumor　inoculation．The　spleen　with　primary　tumor
　was　removed　on　day70f　inoculation．The　mice　were
　sacrificed17days　after　implantation　and　the　number　of
　tumor　metastasis　in　the　liver　was　visua11y　counted．Each
　column　represents　the　mean±S．D．of5animals．＊，ヵ＜0．02
　and＃，／）＜0．05vs．untreated　control．
　A：Weights　of　tumors（closed　column）and　the　spleen
　　　without　tumors（open　column）on　day7．
　B：Number　of　tumor　colonies　in　the　liver　on　day17．
　C：Photographic　view　of　hepatic　metastasis．
finding　implies　that　the　suppression　of　metastasis　may
involvethestimulation　oftheimmunesystembyOM1．
、46！i副乞onげ魏〃3観67卿ons6s勿0乃41
　　　To　investigate　whether　OMI　acts　as　an　immunos一
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Fig．4　Effects　of　OMI　on　the　lysis　of　B16－F10cells　by
　lymphocytes．Hepatic　or　splenic　lymphocytes　were　co－
　cultured　with　B16－F10cells　in　the　presence　or　absence　of
　OM1（0．HOμM）．Three　days　later，the　adherent　cells
　were　harvested　with　trypsin　and　the　number　of　viable
　tumor　cells　was　determined　by　visual　inspection．Each
　point　represents　the　mean±S．D．of3dishes（○，untreated
　hepatic　lymphocytes　l●，OM1－treated　hepatic
　lymphocytes；◇，untreated　splenocytesl◆，OM1－treated
　splenocytes）．　＊，ρ＜0．01　and　＊＊，1う＜0．001　∂s．　untreated
　control．
　A：Tumor　cell　lysis　by　OMHreated　lymphocytes　at　the
　　　E／T　ratio　of15．
　B：Effect　of　E／T　ratio　on　tumor　cell　lysis　by　lymphocytes
　　　treated　or　not　treated　with10μM　OM1．
timulator，the　effect　of　OMI　on　the　lymphocyte－
mediated　tumor　cytotoxicity　was　examined　in∂i加．
When　Bl6－F10cells　were　cultured　for3days　with
hepatic　or　splenic　lymphocytes　in　the　presence　or
absence　of　OM1，1ymphocyte－mediated　tumor　ce11
1ysis increased　in　concentration－and　E／T　ratio－
dependent　manners（Fig．4）．To　analyze　the　lympho－
cyte　popul tions　with　respect　to　the　lysis，OMl－
pretreated　splenocytes　were　fractionated　into　adher－
ent　and　no －adherent　fractions　and　then　individually
ncubated　with　B16－FlO　cells．As　shown　in　Fig．5，the
incubation　of　tumor　cells　with　the　non－adherent　frac－
tion　of　OM1－pretreated　splenocytes　caused　concentra－
tion－dependent　inhibition　of　tumor　growth初∂i加，
whereas　the　adherent　fraction　of　the　treated
splenocytes　did　not　affect　the　tumor　ce111ysis．OMl
did　not　show　any　direct　cytotoxicity　against　tumor
cells（Fig．5），and　also　MI　was　not　detected　in　the
conditioned　medium（data　not　shown）．These　results
indicate　that　OMHnduced　inhibition　oftumorgrowth
x
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Fig．5Cytotoxic　activity　of　fractionated　OM1－treated
　lymphocytes　against　B16－F10cells．Splenic　lymphocytes
　were　pretreated　with　OM1　（0－240μM）for2days，
　fractionated　into　adherent　and　non－adherent　cells，and
　individually　cultured　with　B16－F10cells．In　parallel，
　tumor　cells　were　cultured　with　OMI　alone．One　day　later，
　the　adherent　cells　were　harvested　with　trypsin　and　the
　number　of　viable　tumor　cells　was　determined　by　visual
　inspection．Each　point　represents　the　mean±S．D．of3
　dishes（◇，adherent　cellsl　O，non－adherent　ce11sl●，OMl
　alone）．＊，1）＜　0．01and＊＊，／）＜　0．002∂s．untreated　contro1．
and　metastasis　may　be　partly　related　to　the　stimula．
tion／activation　of　non－adherent　lymphocytes　to　the
tumoricidal　state．
Discussion
　　　We　demonstrated　that　fatty　acid　esterification　of
Ml　resulted　in　a　marked　increase　of　the　antitumor
potential　of　M1（Fig．1），andthat　the　antitumor　activ－
ity　paralleled　the　pharmacokinetic　behavior（Fig．2）．
So　far，improvement　of　antitumor　dmgs　by　fatty　acid
esterification　has　been　experimentally　attempted　with
the　aim　of　increasing　the　cellular　uptake　of　the　drugs
and　delaying　their　metabolic　deamination　and　clear－
　　　　　　　　　　　　　　　　　23）ance．Breistφ16！α乙　reported　that　a　fatty　acid　ester
derivative　of　cytarabine　is　more　effective　for　the
treatment　of　hematological　malignancies　than　cytar－
abine．Thus，th 　enhanced　antitumor　effect　of　OMl
may　be　closely　associated　with　its　persistent　retention
in　the　liver．
　　　OMl　consists　of　a　lipophilic　moiety　containing
ammaranediol　and　oleic　acid，and　a　hydrophilic
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Fig．6　Chemical　stmctures　of　OM1（A），cholesterol　oleate（B），anα一galactosylceramide25・26）（C），
　andalipidAanalogue27）（D）．
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glucose　moiety（Chart　l　and　Fig．6）．The　chemical
structure　of　the　dammaranediol　in　OMI　is　very　simi－
1artothat　ofcholestero1．AlthoughMl　showsrelative・
1y　selective　cytotoxicity　against　tumor　cells　compared
　　　　　　　　　　　　　　　っ　　　with　normal　cells　in∂伽o，　　excessive　intracellular
MI　may　become　toxic　to　normal　cells．Since　the
esterified　MI　exhibits　less　cytotoxicity　against　tumor
　　　　　　　　　　　　　　　　cellsthan　MI　in罐70．thefatty　acidesterificationof
MI　seems　to　attenuate　the　cytotoxicity　of　M1．Thus，
this　may　indicate　a　detoxification　reaction，just　as
cholesterol　esterification　has　been　shown　to　prevent
the　cytotoxicity　of　excessive　intracellular　choles一
　　　　　terol．However，neither　MI　nor　cholesterol　oleate
（Fig．6B）stimulated　splenic　lymphocytes　to　become
cytotoxic　to　tumor　cells（data　not　shown），while　OMl
promotedthe　tumor　ce111ysisby　lymphocytes，particu－
1arly　non－adherent　splenocytes，in　a　concentration－
dependent　manner（Figs．4and5）．Some　glycolipids，
such　asα一galactosylceramide　and　a　lipid　A　analogue
（Figs．6C　and6D），have　been　reported　to　stimulate
host　immune　responses吻surface　molecules，includ一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ing　CD1，for　T　cell　recognition　of　glycolipids．　Thus，
fatty　acid　esterification　of　MI　may　induce　such　host
lmmme　responseS．
　　In　conclusion，the　present　and　previous　studies
support　the　following　possible　scenario　concerning　the
expression　of　the　antitumor　actions　of　ginsenosides
（ginseng）　in　the　body．　Ingested　ginsenosides　are
hydrolyzed　to　active　forms（6．g．M1）by　intestina1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　じ　　　　のbacteria　and　then　absorbed　from　the　intestme．　Ml
directly　exerts　antitumor　effects　such　as　induction　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　っ　　　apoptosis　and　cell　cycle　arrest；　　however，much
higher　doses　of　MI　may　be　toxic　to　the　host．Thus，
mostoftheabsorbedMI　isexcretedrapidly，andsome
M1（approximately25％of　the　dose）is　esterified
　　　　　　　　　　　　　　　　　のwith　fatty　acids　in　tlssues．　The　resulting　fatty　acyl
form，グ．ε．OMl，however，may　also　act　as　an　active
molecule　to　induce　the　expression　of　the　antitumor
properties　of　ginseng拓αits　immunostimulation．
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和文抄録
　薬用人参の主要成分であるginsenosideは，腸内細菌
によって活性型に加水分解される。20（S）一Protopanax－
adio120－0一β一D－glucopyranoside（M1）は，protopana－
xadio1系サポニンの主要な代謝物である。すでに，我々
はM1が脂肪酸とエステル化されることを示してきた。
本研究では，C57BL／6マウスを用いてM1及び3－
0－oleoyl　M1（OM1）の薬物動態と抗腫瘍活性を調べ
た。これらの薬物は，静脈内投与（30mg／kg）後直ちに
肝臓に選択的に取り込まれた。その後，M1は肝臓から速
やかに除去されたが，OM1は投与後24時間，投与量の
25％以上のレベルで肝臓に残留した。OM1の脱アシル
化によって生じるM1は，投与後6時間まで僅かに検出
され，脱アシル化率が非常に低いことが示された。薬物
動態は，抗腫瘍活性に反映した。M1（5mg／kg）をマウ
スメラノーマB16－F10細胞と共に肝臓に注入すると，移
植部位での腫瘍増殖は23％抑制されたが（非投与対照
との有意差なし），OM1処置はMl処置に比べ2．6倍の
抑制を示した　（ρ＜0．02）。さらに，癌細胞の脾内移植後
OM1を3回連続して静脈内投与（30mg／kg）した結果，
肝転移を95％抑制した。OM1は吻∂i！zoの腫瘍増殖に
直接影響を及ぼさなかったが，リンパ球，特に非接着性
細胞による腫瘍傷害活性を濃度依存的に増強した。以上
の結果から，OMlは生体内クリアランスの遅延及び抗腫
瘍免疫の誘導を通してM1の抗腫瘍効果を増強すること
が示唆された。
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